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肿瘤的治疗在很大程度上依赖于抗肿瘤药物的开发。在此

情况下诞生了紫杉醇。由于紫杉醇具有良好的抗癌活性和独特

的抗癌机理，对于紫杉醇的研究正广泛进行着。紫杉醇是一种

复杂的具有抗癌活性的二萜类生物碱，分子式为C47H51NO14，分

子量为853.92，目前已在临床上作为乳腺癌、卵巢癌和非小细

胞肺癌的一线用药，治愈率33%，有效率在60%以上[1-3]。紫杉

醇诱变育种，实验表明：寄居在红豆杉属的植物中的一些真菌

的次级代谢产物中有紫杉醇存在。而利用真菌生产紫杉醇属于

微生物发酵范畴(见图1)。诱变育种是方法之一[4-5]。

图 1  诱变育种产生高产突变株的主要步骤

1 材料和方法
1.1 材料   菌种：本实验室分离得到的紫杉醇产生菌，经过几

年常规选育和原生质体诱变以及融合获得的二株原生质体融合

株Jl-3、Z35-8 45s。

培养基：1 000 mLPDA液体培养基；1 000 mLPDA固体培

养基；S-7液体发酵培养基。

提取与检测：展开剂为氯仿/甲醇(7/1  V/V)；萃取液为乙酸

乙酯；洗液为乙腈；显色剂为含1%浓硫酸的香草醛溶液；照射

剂为紫外线照射，波长228 nm； 配制剂为甲醇。紫杉醇标准样

购自Sigma公司。

1.2  实验方法  实验方法流程：孢子悬液的制备 → 紫外线诱变       
摇瓶发酵 → 提取。发酵液中紫杉醇的鉴定：薄层层析法 → 紫
杉醇产生菌的形态观察 → 产紫杉醇菌株的再选择。

2 数据结果
2.1 形态观察   群体形态： PDA固体培养基是培养这两株菌的

优良培养基。菌株J1-3在平板上生长较快，l或2 d在PDA固体平

板上生长的菌落稀疏，平扁丝絮状，菌落呈白色，背面黑色，

无渗出物。Z35-8 45 s的生长较前种菌株迅速，菌落呈白色，背

面呈深粉红色，手感较黏。28℃恒温培养适合菌株迅速生长。

菌丝形态：初生菌丝无隔，次生菌丝有单孔形隔膜，菌丝多分

支，部分内生，部分表生，深褐色，直径约为2.58～6.45 μm，

有时呈螺旋生长，未见到菌核或其他菌丝特化形态生长，无大

型子实体产生。孢子形态：培养两昼夜后镜检观察，圆形，绿

色亮点。

2.2 致死率  需要在诱变前对孢子悬液计数。从图2和图3可

见，两个出发菌株诱变后的致死率随照射时间的增加而增高。

2.3 诱变率   诱变率是将发生突变的菌株数与存活株数做比

较。根据数据表3-1和3-2得出，J1-3菌株紫外诱变率在照射时间

90 s时最大；Z35-8 45s菌株在照射时间45 s时最大。

2.4 正变率   正变率是将发生正变的菌株与发生突变的菌株数

作比较。正变株是指生长速度迅速、产孢子能力强、层析结果

与标样一致的菌株。

3 结论
此实验应用紫外光辐射，对产紫杉醇菌株J1-3和Z35-8 45s进行
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诱变实验。结果表明：J1-3在照射90s时是最佳时间，Z35-8 45 s辐

射时间为45 s最好。今后，可在此基础继续进行筛选，以得到高

产菌株。

3.1 诱变前后菌落形态   J1-3诱变前菌落呈白色，背面为浅黄

色。诱变后，菌落有明显变大或变小，背面颜色较浅，5 d后呈

现亮白色。且生长速度加快。Z35-8 45s诱变前菌落为白色丝状，

背面红色。诱变后，菌落直径明显变大，依然为白色菌丝，背

面色红。

3.2 致死率、诱变株及正变株   随着照射时间的延长，致死

率明显上升，证实紫外线的辐射对J1-3、Z35-8 45 s有影响。正突

变率明显较负突变率少，紫外辐射虽然造成原始菌的改变，但

是，正向突变的菌株比负向突变的菌株少。

3.3 层析   与标样具有相同蓝斑、迁移距离相等或相距很小的

试样证实是紫杉醇。红斑可能是紫杉醇的类似物。而其他颜色

图 2  J1-3 辐射度与致死率变

异系数

图3  Z35-8 45s 辐射度与

致死率变异系数

表1  J1-3 诱变率 

表2   Z35-8 45 s

表3  J1-3  正变率

表4 Z35-8 45 s 正变率

斑点则是杂质。由于，层析缸中展开液量少、饱和度不够会产

生拖尾现象，导致上端凸出，下端凹陷，迁移距离有偏差。有

时，可能是实验真菌的代谢产物复杂，导致斑点与斑点并没有

全部分离开。出现此类情况时，应采用高效液相色谱仪进行再

分析，定量和定性。
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